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Abstract 


Device for the isolation of nucleic acids from a liquid sample by introducing the liquid into the device 
through an inlet opening and passage of the sample through a nucleic acid binding material and 
discharging of the resulting liquid through an outlet opening, wherein the nucleic acid binding material is 
inserted through the outlet opening during the manufacture of the device and the outlet opening is 
narrowed in order to hold the material. The device is particularly simple and reliable to manufacture but yet 
ensures that nucleic acids can be isolated without contamination. 
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(54) Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren 



(57) Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren 
aus einer f lussigen Probe durch Einbringung der Flus- 
sigkeit in die Vorrichtung durch eine EintrittsOffnung und 
Durchtritt der Probe durch ein nuWeinsaurebindendes 
Material und Austritt der resultierenden Flussigkeit 
durch eine Austrittsdffnung, wobei das nukleinsaurebin- 
dende Material bei der Herstellung der Vorrichtung 



durch die Austrittsflffnung eingebracht wurde und die 
Austrittsdffnung zum Festhalten des Materials verengt 
wurde. Die Vorrichtung ist besonders einfach und sicher 
herstellbar und gewahrleistet dennoch eine kontamina- 
tionsfreiere Isolierung von Nukleinsauren. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrichtung zur Isolierung von NuWeinsauren, ein Verfahren zur Herstellung die- 
ser Vorrichtung und ein Verfahren zur Isolierung von NuWeinsauren mit Hilfe dieser Vorrichtung. 

In jungerer Zeit haben sich NuWeinsauren als Anatyten in chemischen Nachweisverfahren immer weiter durchge- 
setzt, da sie eine sehr spezif ische Diagnose von Krankheiten erlauben. So ist beispieisweise der Nachweis von viralen 
Oder bakteriellen Infektionen Oder die Bestimmung einer genetischen Disposition fur eine Krankheit durch die Analyse 
von Nukleinsauresequenzen sehr differenziert mdglich. Dies wurde unter anderem durch die Eirrfuhrung der Amplif ika- 
tionsverfahren von NuWeinsauren ermdglicht. Dennoch sind die zur Verfugung stehenden Mengen an NuWeinsauren in 
einer Probe recht gering im Vergleich zu weiteren Komponenten der Probenflussigkeiten. Viele dieser Komponenten 
kdnnen auch die Bestimmung von NuWeinsauren stdren. Aus diesem Grund hat es sich als zweckmaBig erwiesen, die 
NuWeinsauren vor der Durchfuhrung des eigentlichen Nachweisverfahrens von dem GroBteil der in einer Probe enthal- 
tenen Komponenten abzutrennen. 

Schon fruh wurde hierfur die Adsorption von NuWeinsauren an teste Phasen vorgeschlagen. So wurde beispieis- 
weise in Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76, 615-619 (1979) die Eigenschaft von NuWeinsauren in Gegenwart chaotroper 
Salze an Glasoberf lachen zu binden, beschrieben. Hier wurde gemahlenes Flintglas fur die Isolierung von Nukleinsau- 
refragmenten aus Agarose Gelen in Kombination mit einer gesattigten Ldsung von Nal zur Aufldsung der Agarose- 
Matrix verwendet. Hierbei wurden mehr als 95 % der NuWeinsauren nach 2 Stunden bei 25 °C gebunden, wobei ca. 1 
M g DNA/mg Glaspartikel gebunden wurden. AnschlieBend wurden die Glaspartikel mehrmals gewaschen und anschlie- 
Bend die NuWeinsauren eluiert. Es ergab sich fur diese Folge von Schritten ein Zeitbedarf von mindestens 3 Stunden. 

Zur Verbesserung der Handhabung und Verkurzung des Zeitbedarfs wurden alternative Methoden zur Reinigung 
von NuWeinsauren an Glasoberfiachen entwickelt. WO 91/07648 beschreibt ein zylindrisches KunststoffgefaB, das am 
Boden eine Kunststoffmembran enthait, die auch Glasfasern enthalten kann. Auch hier sind mehrere Wasch- und Elu- 
tionsschritte erforderlich. Ein ahnliches Verfahren ist auch in DE-A-41 27276 beschrieben, wobei die nukleinsaurehalti- 
gen Ldsungen nur kurze Zeit mit der Glasfaseroberfiache in Kontakt stehen. Entsprechende Produkte sind uber die 
genannten Patentanmelder erhaitlich. Im ersten Fall wird als Bindungskapazitat 50 ng bis 30 \xq in einer GrdBenvertei- 
lung von 100 bis 23.000 bp angegeben. Die Ausbeute wird mit 60 bis 85 % beziffert. Urn die maximale Effizienz zu 
erreichen, wird vom Hersteller empfohlen, den Durchlauf der Probe mindestens auf zweimal aufzutragen, da sonst die 
Ausbeute urn mindestens 25 % reduziert ist. Fur Fragmente mit einer GrdBe von mehr als 23.000 bp betragt die Aus- 
beute hdchstens 40 %. 

Die angebotenen Zentrifugationsrdhrchen enthalten je nach erforderlicher Bindungskapazitat mehrere Lagen 
Glasfaservlies in einem GefaB mit stark konischem Boden. Mittig im Boden befindet sich eine kleine Auslaufdffnung. 
Die Herstellung der Zentrifugationsrdhrchen geschieht so, daB zunachst das Glasfaservlies von oben in das GefaB ein- 
gefuhrt und auf den Boden gedriickt wird. AnschlieBend wird durch die gleiche Offnung, durch die spater die NuWein- 
saureldsung aufgegeben wird. ein Ring in das GefaB eingefuhrt, der durch Kontakt mit der innenwand des GefaBes das 
Glasfaservlies am Boden festdruckt und somit ein Aufschwimmen des Vlieses wahrend der Inkubation mit der nuklein- 
saurehaltigen Probe verhindert. Diese Art der Konstruktion des Zentrif ugationsrohrchen hat, wie nun festgestellt wurde. 
den Nachteil. daB viele stdrende Probenkomponenten m ihr zuruckgehalten werden, so daB mehrere Waschschritte 
zur voilstandigen Entfernung erforderlich werden. Dies wiederum fuhrt zu einer verringerten Ausbeute an NuWeinsau- 
ren Oder zur Stdrung nachfolgender enzymatischer Reaktionen. Fur ein auf dem Markt erhaitliches Produkt wird eine 
Bindekapazitat von 5 *ig bei 90 % Ausbeute mit einem 100 bp langen Fragment angegeben. In einem weiteren Produkt 
wird eine Ausbeute von 75 bis 90 % bei einer Bindekapazitat von 20 ng erreicht werden. 

In dem bisher genannten Stand der Technik wird nur die Isolierung von DNA, nicht jedoch die Isolierung von 
Gesamt-Nukleinasuren oder RNA beschrieben. 

Gegenstand der Erfindung war daher die Verbesserung der Produkte zur Isolierung von NuWeinsauren sowie 
deren Herstellung. 

Diese Aufgabe wird geldst durch eine Vorrichtung zur Isolierung von NuWeinsauren aus einer flussigen Probe mit 
einer Eintrrtts- und einer Austrittsdffnung und einem zwischen diesen Offnungen gelegenen Material zur Bindung der 
NuWeinsauren, wobei die AustrittsOffnung nach Einbringen des Materials verengt wurde. Das erfindungsgemaBe 
GefaB kann fast jede beliebige auBere Form aufweisen. Bevorzugt hat sie jedoch eine im wesentlichen zylindrische 
Oder auch zumindest in Teilen konische Form. Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform dieses GefaBes hat die 
Form einer Rdhre, z. B. eines gangigen Zentrifugenrdhrchens. Solche Zentrifugenrdhrchen haben eine Lange von ca. 
25 mm und einen Durchmesser von ca 8.5 mm. Bevorzugt weist diese Rdhre einen der Eintrittsdffnung zugewandten 
Teil auf, der fur die Aufnahme der nuWeinsaurehaltigen Probe ausgestaltet ist. Insbesondere ist das Volumen dieses 
Raumes so groB. daB die Probe vollstandig aufgenommen werden kann. An der Eintrittsdffnung kdnnen zusatzlich 
Bauelemente vorgesehen sein. die den VerschluB der Eintrittsdffnung durch einen Deckel ermdglichen. Solche Kon- 
struktionen sind z. B. aus Eppendorf-Hutchen bekannt 

Das Material zur Bindung der NuWeinsauren befindet sich bevorzugt in dem Bereich der Vorrichtung. der sich in 
der Nahe der Austrittsdffnung befindet. Dies bedeutet. daB der Raum, welcher sich in der Rdhre zwischen dem Material 
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und der Austrittsoffnung befindet, bevorzugt Weingehaiten wird, urn die Gefahr des Zuruckhaltens von FlussigkeitstrOpf- 
chen uns somit die Kontaminationsgefahr gering zu halten. Das Material zur Bindung von NuWeinsauren ist in der Vor- 
richtung fixiert. In Richtung auf die EintrittsOffnung zu ist hierzu eine nicht ohne ZerstOrung der Vorrichtung zu 
entfernende Haltevorrichtung vorgesehen. Sie ist bevorzugt aus dem selben Material wiedas GefaB. In dieser Ausfuh- 
rungsform ist die Vorrichtung besonders vorteilhaft, da dann das erfindungsgemaBe GefaB inWusive Haltevorrichtung 
im SpritzguBverfahren herstellbar ist. Bevorzugt ragt die Haltevorrichtung von der Innenwand des GefaBes in den 
Innenraum hinein und ist in Richtung auf die EintrittsOffnung abgeschragt. Diese Anforderungen kOnnen beispielsweise 
durch einen umlaufenden Rand bzw. Vorsprung in den Innenraum gelOst werden. Die Abschragung in Richtung auf die 
EintrittsOffnung gewahrleistet, daB sich in dem Innenraum nur stumpfe Winkel ergeben. Als ein wesentlicher Nachteil 
der bekannten GefaBe hat sich namlich erwiesen, daB in rechten Oder spitzeren Winkeln und im Fall, daB ein Ring nicht 
perfekt an der Innenwand des GefaBes anliegt, Flussigkeiten, z. B. die Probenflussigkeit. zuriickgehalten werden, und 
somit die Effizienz der Waschschritte verringert ist. Daruber hinaus wird bei der Herstellung dieses GetaBes ein relativ 
kritischer Verfahrensschritt, namlich das Einsetzen des Ringes, eingespart. Durch die Vorsehung der Haltevorrichtung 
schon bei der Herstellung des GefaBes ist man daruber hinaus bei der Wahl der Haltevorrichtungen flexibler und kann 
daher das Aufeinandertreffen von Bauteilen in spitzen Winkeln vermeiden. 

Die Haltevorrichtungen kOnnen jedoch auch nicht umlaufende Bauteile sein, z. B. regelmaBig Oder unregelmaBig 
aufvergleichbarer HOhe angeordnete Vorsprunge. Materialien zur Bindung von NuWeinsauren sind bekannt. Besonders 
bevorzugt als Material sind Materialien mit einer Oberfiache aus Glas. Dieses Material wird besonders bevorzugt in 
Form eines Vlieses eingesetzt, da Vliese sehr einfach in die Form der Innenwand der erfindungsgemaBen Vorrichtung 
eingepaBt werden konnen, ohne daB sich wahrend der Benutzung des Materials zur Isolierung von NuWeinsauren eine 
wesentliche Anderung dieser auBeren Form ergibt. AuBerdem sind Vliese leicht durchstrombar fur Flussigkeiten. Als 
besonders bevorzugt haben sich Vliese mit einer Dichte von zwischen 40 und 100 mg/ccm(g/cdm) erwiesen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das nukleinsaurebindende Material gegen die Austrittsoffnung hin voil- 
fiachig durch eineflussigkeitsdurchiassige porOse Matrix abgestutzt. Diese Matrix wird im folgenden auch als Stutzvlies 
bezeichnet. Eine solcheflussigkeitsdurchiassige Matrix sind beispielsweise Vliese aus Materialien, die gegenuber den 
Komponenten der Flussigkeit relativ inert sind und mOglichst wenig Komponenten binden oder solche, die Nukleinsaure 
binden. Als besonders bevorzugt hat sich hierbei Polyester oder Polypropylen erwiesen. Diese Matrix trennt das nukle- 
insaurebindende Material bevorzugt praktisch vollstandig (d. h. zu mehr als 90 %) gegen die Austrittsoffnung ab. so daB 
keine Flussigkeit von dem nuWeinsaurebindenden Material direkt in die Austrittsoffnung flieBen kann. Diese Matrix hat 
zweieriei Funktion. Zunachst dient sie zum Zuruckhalten eventuell nicht fest verankerter Fasern des nuWeinsaurebin- 
denden Materials (Ausbeuteverbesserung). Daruber hinaus gibt diese Matrix die MOglichkert, die Austrittsoffnung des 
GefaBes zunachst so breit zu halten, daB das nukleinsaurebindende Material durch sie in das GefaB eingefuhrt werden 
kann und anschlieBend die Austrittsoffnung verengt werden kann. Fur den Fall, daB das nukleinsaurebindende Material 
aus einer partikuiaren Matrix besteht, ist dieses Material auch in Richtung auf die EintrittsOffnung durch eine flussig- 
keitsdurchiassige porOse Matrix abgestutzt. urn eine Aufwirbeln des Materials in den Probenaufnahmeraum zu vermei- 
den. 

Die erf indungsgemaBe Vorrichtung ist dadurch charakterisiert, daB die Austrittsoffnung nach Einbnngen des nuWe- 
insaurebindenden Materials verengt wurde. Die Austrittsoffnung ist bevorzugt so weit verengt, daB das nuWeinsaure- 
bindende Material bzw. die stiitzende Matrix nicht aus der Austrittsoffnung entweichen kann. Je fester das Material bzw. 
die Matrix ist, desto weniger stark muB die Verengung sein. Bevorzugt ist die Verengung ein Rand, welcher sich von 
der ROhrchenwand umlaufend nach innen erstreckt. so daB beispielsweise bei einem ROhrchendurchmesser von 8 mm 
der Rand mindestens 0.5 mm, bevorzugt zwischen 0.75 und 1.5 mm von jeder Seite in den ROhrcheninnenraum her- 
einragt. Die untere Grenze des Hineinragens wird durch das Festhalten des Materials bzw. der Matrix limitiert. wahrend 
die obere Grenze durch das mOglichst vollstandige Aussaugen des Vlieses durch die Austrittsoffnung limitiert wird. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines GefaBes zur Isolierung von NuWein- 
sauren aus einer f lussigen Probe mit einer Eintrrtts- und einer Austrittsoffnung und einem zwischen diesen Offnungen 
gelegenen Material zur Bindung der NuWeinsauren durch Einfuhren des Materials durch die Austrittsoffnung in Rich- 
tung auf die EintrittsOffnung bis zu einer im GefaB befestigten Haltevorrichtung und Verengung der Austrittsoffnung. so 
daB das Material zwischen Haltevorrichtung und der Verengungsstelle festgehalten wird. Die Verengung kann bei- 
spielsweise geschehen durch UmbOrdeln, z. B. thermisch, oder durch thermische Fixierung. Dieses Herstellverfahren 
ist besonders einfach und im Hinblick auf die Fixierung des Materials besonders sicher. 

Das erfindungsgemaBe GefaB ist bevorzugt aus einem spritzguBfahigen Material hergestellt, z. B. Polyethylen. 
Polypropylen, Polycarbonat Oder Polyurethan. besonders bevorzugt Polypropylen. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung des erfindungsgemaBen Materials zur Isolierung von 
NuWeinsauren. insbesondere ein Verfahren zur Isolierung von NuWeinsauren aus einer f lussigen Probe durch Einbrin- 
gen der Probe in das erfindungsgemaBe GefaB durch eine EintrittsOffnung. Durchtritt der Probe durch das Material und 
Aufhebung der Bindung der NuWeinsauren an das Material. 

In einem typischen Verfahren wird die Probe durch Pipettieren einer gewunschten Menge an Probenflussigkeit in 
das GefaB eingebracht. Danach wird der Durchtritt der Probe durch das Material veraniaBt. Dies kann beispielsweise 
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geschehen durch Zentrlfugation, wobei die Flussigkeit durch das Material und die AustrittsOffnung aus dem GefaB her- 
ausgeschleudert wird. Dabei werden die Nukleinsauren an der Matrix immobilisiert, wahrend die restliche Probenflus- 
sigkeit austritt. Bevorzugt wird die Matrix anschlieBend einmal mit einem Waschpuffer mittleren Salzgehaltes 
gewaschen, wodurch Reste der Probenflussigkeit und nicht zu isolierende Komponerrten aus dem Material entfernt 
werden. 

Danach kbnnen die an der Matrix immobiiisierten Nukleinsauren durch einen Niedrigsalzpuffer von der Matrix 
eluiert werden. Solche Puffer sind aus DE 3724442 und Analytical Biochem. 175, 196 - 201 (1988) bekannt. Bevorzugt 
wird ein Puffer mit niedrigem Salzgehalt, kleiner 200 mM NaCI verwendet, z. B. 10 mM Tris-HCI. 1 mM EDTA, pH 8.0 
Oder H 2 0. Fur die erfindungsgemaBe Matrix ergeben sich relativ hohe Ausbeuten. 

In Fig. 1 ist ein besonders geeignetes erfindungsgemaBes GefaB im Querschnitt gezeigt. 

Das gezeigte erfindungsgemaBe GefaB besteht aus einem im wesentlichen zylindrischen Teil 1, der an einem 
Ende eine EintrittsOffnung 2 aufweist die mit einem Deckel 3 verschlossen werden kann. In Richtung auf die Austritts- 
Offnung 4 findet man die Haltevorrichtungen 5, deren Abschragungen 6 War erkenntlich sind. Die Haltevorrichtungen 
sind in der bevorzugten Ausfuhrungsform ein umlaufender Rand aus dem selben Material wie der zylindrische KOrper 
1. An die Haltevorrichtungen schlieBt sich das nukleinsaurebindende Material 7 an. Gegenuber der AustrittsOffnung 4 
ist das Material durch ein Stutzvlies 8 abgegrenzt. Das Stutzvlies wird durch den Rand 9 innerhalb des GefaBes fest- 
gehalten. 

In Fig. 2 ist ein Rbhrchen vor Bestuckung mit dem nuWeinsaurebindenden Material gezeigt. 
In Fig. 3A und 3B ist die Bestuckung des Rdhrchens mit dem nukleinsaurebindenen Material 7 und einem Stutzv- 
lies 8 gezeigt. 

In Fig. 4 ist das fertige erfindungsgemaBe Rohrchen gezeigt. 

In Fig. 5 ist ein RGhrchen gezeigt, dessen Bordelkante Schlitze aufweist. (Langsschnitt. MaBe in mm). 
In Fig. 6 ist das Rohrchen von Fig. 5 von unten gezeigt. 

In Fig. 7 ist das Rdhrchen von Fig. 5 analog Fig. 3A im Zustand vor UmbCrdelung des Rands gezeigt. Die Schlitze 
sind gestrichelt gezeichnet. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter eriautert: 

Beispiel 1 : 

Herstellung eines erfindungsgemaBen Zentrifugationsrdhrchen 

Im SpritzguBverfahren wird der Grundkorper 1 eines in Figur 2 im Langsschnitt dargestellten ZentrifugationsrOhr- 
chens, welches eine Lange von ca. 25 mm und einen Durchmesser von ca. 8.5 mm hat aus Polypropylen PPN 1060 
natur hergestellt. In der SpritzguBmaschine werden je ein Glasfaservlies (WF 264 Whatman, Fiachengewicht 60 g/m 2 ) 
7 und ein Stutzvlies 8 zugefiihrt und ausgestanzt. Je nach gewunschter Bindekapazitat werden mehrere Glasvliese 7 
eingesetzt. z. B. 7 Stuck. Die ausgestanzten Vliese werden in das Zentrifugationsrohrchen wie in Figur 3A und 3B dar- 
gestellt von der Seite der Austrittsdffnung eingebracht. Danach wird die AustrittsOffnung 4 durch Umformen des noch 
etwa 60 °C warmen Kunststoff mit einem Stempel soweit verengt, daB die beiden Vliese wie in Figur 4 dargestellt fest 
fixiert sind. 

Beispiel 2: 

Isolierung von Plasmid DNAaus E.coli Kulturen 

Anzucht von E. coli x dUC19: 25 ml LB-Medium + Ampicillin (150 ug/ml) wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft 
und uber Nacht bei 37°C unter schutteln bebrutet. Die OD 60 o-Messung ergab einen Wert von 2.0 (entspricht ca. 2 x 10 9 
Zellen/ml). Es wurden verschiedene E. coli Stamme verwendet. 

Isolierung der Plasmid DNA: 1 .5 ml der Bakterienkultur werden in ein Eppendorf-ReaktionsgefaB uberfuhrt und fur 
ca. 30 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit in einer Eppendorf Tischzentrifuge Typ 541 5C zentrifugiert. Der Uber- 
stand wird abgenommen, das Sediment wird in 250 ^l Puffer I (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 100 mg/ml RNase A, pH 
8,0) vollstandig resuspendiert und vorsichtig mit 250 ul Puffer II (0,2 M NaOH, 1 % Natrium-dodecylsulfat) versetzt. Die 
Zellen lysieren vollstandig und ergeben eine Ware Ldsung. Der Ansatz wird mit 350 ^il Puffer III (2,9 M Guanidinium- 
HCI. 0,65 M K-Acetat, pH 4,15) gemischt und fur ca. 3 min auf Eis inkubiert. Es bildet sich ein weiBes Prazipitat, daB 
durch Zentrifugation sedimentiert wird. ein Filtertube wird in ein AuffanggefaBe gesteckt und der Uberstand wird auf 
das Filtertube aufgetragen. Durch kurze Zentrifugation wird die Flussigkeit durch das Glasviies transferiert. Der Durch- 
laufwird verworfen und es werden 500 \i\ Waschpuffer I (5 M Guanidinium-HCI, 20 mM Tris, 37% Ethanol, pH 6,65) auf- 
getragen und zentrifugiert. Die Verwendung von Waschpuffer I ist optional fur besonders nuclease-reiche E. coli 
Stamme. AnschlieBend werden 500 ul Waschpuffer II (20 mM NaCI. 2 mM Tris, 80 % Ethanol. pH 7,5) auf das Filtertube 
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aufgetragen und wie vor zentrifugiert. Das Filtertube wird nun in ein neues Eppendorf ReaktionsgefSG uberfuhrt und 
die Plasmid DNA in 100 ml TE (10 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,5) eluiert 
Tabelle 1 gibt die Ausbeute und Reinheit der Isolierten Plasmid DNA wieder: 



Stamm 


Waschpuffer I 


Waschpuffer II 


Ausbeute fu.g] 


OD,™/OD,*n 


XL 1 blue 


ja 


ja 


8,9 


1,8 


XL 1 blue 


nein 


ja 


9,4 


1,82 


DH5a 


ja 


ja 


4.2 


1,52 j 


DH5a 


nein 


ja 


4,2 


1,62 


HB101 | 


ja 


ja 


4,7 


1.7 


HB101 


nein 


ja 


5,8 


1,77 



Tabelle 1: Ausbeute und Reinheit von isolierter Plasmid DNA aus verschiedenen E. coli 
Stammen. 
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Beispiel 3: 

Reinigung von Reaktionsprodukten der Polymerase Ketten Reaktion (PCR) 

30 Abtrennverhalten des Filtertubes: 10 jig Molekulargewichtsstandard VIII (Boehringer Mannheim, Fragmentiangen 
[bp]: 1114, 900, 692, 501 , 489. 404, 320. 242, 190, 147, 124, 110, 67, 37. 34, 26. 19) in 100 ^l TE, werden mit Rinder- 
serumalbumin (20 mg/ml) versetzt. zu dieser Mischung werden 500 \i\ NA-Bindungspuffer (3 M Guanidinium-Thiocya- 
nat, 10 mM Tris-HCI, 5 % Ethanol (v/v), pH 6,6, 25°C) gegeben und sorgfaitig gemischt. Die LSsung wird auf ein 
Filtertube aufgetragen und ca. 30 Sekunden in einer Eppendorf Tischzentrifuge Typ 541 5C zentrifugiert. Der Durchiauf- 
35 wird Aufgefangen, er kann fur spatere Analysen aufbewahrt werden. Das Vlies wird mit 500 ^il Waschpuffer II gewa- 
schen anschlieBend durch kurze Zentrifugation getrocknet. Die gebundene Nucleinsaure wird mit 50 ^il TE eluiert. 

Gelelektrophorese und Silberlartoung: Zur Uberprufung der Abtrennung des Modellproteins RSA und Weiner DNA 
Fragmente wird eine Polyacrylamid Gelelektrophorese mit dem Phastsystem (Pharmacia) durchgefuhrt. 

4 ^1 des Eluates wird mit 1 ^1 5 x Proben-Puffer versetzt. Als Kontrolle werden 4 \x\ Langenstandard VIII sowie 4 ^1 
40 einer 1 : 100 Verdiinnung der RSA Losung in TE-Puffer ebenfalls mit 1 fxl 5 x Proben-Puffer versetzt. 

Die Proben werden kurz in der Eppendorf -Zentrifuge anzentrifugiert und 3 ^1 der Proben werden aufeinen 6/4 
Kamm (Pharmacia) aufgetragen und in einem Phast Gel, Gradient 8 - 25 % (Pharmacia) unter Verwendung von Native 
Buffer Strips (Pharmacia) aufgetrennt. 

AnschlieBend werden die Proben in der Phast System Development Unit (Pharmacia) durch SilberfSrbung detek- 

45 tiert. 

Auswertunq: Die einzeinen DNA Fragmente aus dem Eluat sind entsprechend der Kontrolle L&ngenstandard VIII 
aufgetrennt. Die Fragmente < 100 bp im Eluat sind durch die Reinigung mit dem Filtertube abgetrennt worden. AuGer- 
dem ist keine Proteinbande entsprechend der RSA Kontrollspur sichtbar. 

Phast Gel Separation Programm: 

50 



1) 


Vorlauf 


400 V 


10 mA 


2,5 W 


15°C 


100 Vh 


2) 


Auftrag 


400 V 


1 mA 


2,5 W 


15°C 


5 Vh 


3) 


Trennung 


400 V 


10 mA 


2,5 W 


15°C 


45 Vh 



Gele nach Auftrennung fur 5 Minuten in 25 % TrichloressigsSure-Lbsung inkubieren. 
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Phast Gel Development Programm: 



1) 


Glutaraldehyd, 5 % 


5 Minuten 


50°C 


2) 


H 2 0 


2 Minuten 


50°C 


3) 


H 2 0 


2 Minuten 


50°C 


4) 


AgN0 3 . 0,4% 


10 Minuten 


40°C 


5) 


H 2 0 


0,5 Minuten 


30°C 


6) 


H 2 0 


2,5 Minuten 


30°C 


7) 


NaHC0 3 / Formaldehyd 


0,5 Minuten 


30°C 


8) 


NaHC0 3 / Formaldehyd 


4 Minuten 


30°C 


9) 


Ethanol, 10 % /Essigsaure, 5 % 


- 2 Minuten 


50°C 


10) 


Glycerin, 5 % /Essigsaure. 10 % 


3 Minuten 


50°C 



Reiniauna von PCR Reaktionsorodukten: DNA des Phagen Lambda wird als Matrize fur die Herstellung von PCR 
Produkten fotgender L£nge verwendet: 500 bp, 750 bp, 1500 bp 3000 bp. Folgende PCR Ansatze werden zusammen 
pipettiert, gemischt und in einem Thermocycler Perkin-Elmer Typ 9600 inkubiert. 



Lange PCR 
Produkt [bp] 


500 


750 


1500 


3000 


H 2 0 


372,5 |il 


372.5 mI 


372,5 m' 


372,5 Ml 


dNTP [10 mM] 


40 til 


40 m> 


40 mI 


40 mI 


X.-DNA [1 ng/^il] 


25 Ml 


25 Ml 


25 mI 


25 Ml 


10 x Reaktionspuffer 


50 Ml 


50 Ml 


50 mI 


50 m* 


Primer 1 


5mI 


5 mI 


5 M> 


5 Ml 


Primer 2 


5 mI 








Primer 3 




5 Ml 






Primer 5 






5 mI 




Primer 7 








5 mI 


Primer 10 










Taq-Polymerase [U] 


2.5 


2.5 


2,5 


2,5 
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Alle Beagenzien aus Boehringer Mannheim PCR Core Kit (Kat. No. 1 578 553) 



Thermocycier-Programmfur 500, 750 
und 1500 bp: 


3000 bp: 


2Min 


94°C 


2 Min 


94°C 


10 Cyclen: 




10 Cyclen: 




10 Sek. 


94°C 


10 Sek. 


94°C 


30 Sek. 


55°C 


30 Sek. 


55°C 


1 Min 


72°C 


5 Min 


72°C 


20 Cyclen: 




20 Cyclen: 




10 Sek. 


94°C 


10 Sek. 


94°C 


30 Sek. 


55°C 


30 Sek. 


55°C 


1 Min 


72°C + 20 Sek./Zyklus 


5 Min 


72°C + 20 Sek./Zyklus 


7 Min 


72°C 


7 Min 


72°C 



Die PCR Produkte wurden wie oben Beschrieben gereinigt und im Phastgelsystem analysiert. Parallel wurde 
jeweils ein Aliquot des Reaktionsproduktes vor der Reinigung analysiert. 

Auswertuna: Im Vergleich vor der Reinigung sind bei alien PCR Produkten uberschussige Primer abgetrennt wor- 
den. Es konnten zwischen 1,4 und 4 PCR Produkt isoliert werden. 

KJonierung von PCR Produkten: 

pUCIQ17 (3632 bp, Boehringer Mannheim) wurde mit dem Restriktionsenzym Drall linearisiert und in folgendem 
PCR Ansatz amplifiziert: 



PCR Ansatz: 


PCR Programm (PE 9600): 


PUCIQ17 


10 ng 


18 Cyclen: 




Primer 1 


2 iiM 


10 Sek. 


94°C 


Primer 2 


2 nM 


30 Sek. 


57°C 


10 x Puffer 


50 *il 


4 Min 


72°C 


dNTP 


0.2 mM 






Taq Polymerase 


2,5 U 






H 2 0 


ad 500 mI 







Alle Reagenzien aus Boehringer Mannheim PCR Core Kit. 

Die Primer binden bei Nukleotid 3500 und 3632 und ergeben ein 3493 bp PCR Produkt. Sie enthalten eine Schnitt- 
stelle fur das Restriktionsenzym C/al, diese Schnittstelle kommt im Plasmid pUKIQI 7 nicht vor. 

Primer 1 : 5*-AGCTTATCG ATGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCG-3* (SEQ. ID.NO. 1 ) 
Primer 2: S'-AGCTTATCGATAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGC-S' (SEQ.ID.NO. 2) 

Im AnschluG an die PCR Reaktion wurde das Reaktionsprodukt nach der oben beschriebenen Methode gereinigt. 
Zum Vergleich wurde eine Reinigung durch Prdzipitation mit Polyethylenglycol-Failung (PEG) durchgefuhrt (Barnes 
W.M. (1992) Gene 112, 29). hierdurch werden stdrende Komponerrten fur die nachfolgende Religations- Reaktion ent- 
fernt. Beide Proben werden mit dem Restriktionsenzym Clal gespalten und uber ein Agarosegel aufgetrennt. Die DNA 
Fragmente werden aus dem Agarosegel eluiert. Die hier verwendeten Methoden sind Standardverfahren und etwa 
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beschrieben in Sambrook, J., Fritsch, E.R & Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, 
CSH Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 

Die Proben (max. 30 ng) werden unter Verwendung des Rapid DNA Ligation Kit (Boehringer Mannheim, Kat. Nr. 1 
635 379) nach Kit Vorschritt religiert und in kompetente E. coli DH5a Zeilen transformiert. die Zellen werden auf TN Ap 
s 100 X-Gal Platten ausgestrichen und uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag werden die Kolonien ausgezahlt, 
das Ergebnis ist in Tabelle 2 dargestellt. 



Reinigung 


Filtertube 


PEG 


Zahl der Kolonien 


2212 


2832 



Die Anzahl der Kolonien ist bei Reinigung uber Filtertube in der gleichen GrdBenordnung wie bei Reinigung uber 
15 PEG. Die wesentiich einfachere Filtertube Methode liefert daher eine ahnlich saubere NuWeinsaure wie die wesentlich 
zeitaufwendigere PEG Methode. 

Beispiel 4 

20 Ausfuhrungsform mit geschlitztem BOrdelrand und kleinerer Austrittsoffnung 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erf indungsgemaBen Zentrifugationsrohrchens ist die Austrittsoffnung wie in 
Figur 5 dargestellt starker verengt. In dieser Ausfuhrungsform ist der Bdrdelrand der AuslaBdffnung (wie in Figur 6 dar- 
gestellt) geschlitzt. Mit dieser Anordnung ist es mdglich, besonders hochviskose Lflsungen zu zentrifugieren, ohne daB 
25 eine grGBere Menge an Restf lussigkeit im Device nach der Zentrifugation zuruckbleibt. 

Beispiel 5 

Durch die gewahlte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Zentrifugationsdevice in Beispiel 1 und Beispiel 4, 
30 wird vermieden, daB nach der Zentrifugation Flussigkeit in toten Winkeln des Device zuruckbleibt. Nicht vollstandige 
Zentrifugation fuhrt zu Ausbeuteverlusten, und zu geringerer Reinheit der isolierten NuWeinsaure. 

Restf lussigkeit nach Einfullen von 500 \s\ Wasser und anschlieBende Zentrifugation fur 2 Minuten bei 6000 x g 

35 















MW. 


Zentrifugationsrdhrchen gem. Beispiel 1 


1,7mg 


1,6mg 


1,6mg 


1,4mg 


1,8mg 


l,6mg 


QIA Quick Device 


9,5mg 


9,9mg 


9,9mg 


10,2mg 


10,5mg 


10,0mg 


Zentrifugationsrohrchen gem. Beispiel 4 


1,7mg 


2,0mg 


1,5mg 


2.3mg 


2,1mg 


1,9mg 


MW: Mittelwert 



45 

Es wird War, daB die erfindungsgemaBen Rdhrchen erheblich weniger Restflussigkeit zuruckhalten. Dies ist wohl 
insbesondere auf die Abschragung an der Haltevorrichtung zuruckzufuhren. 

50 



55 
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Sequenzprotokoli 

SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 1 16 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Vorrichtung zur Isolierung 

Nukleinsauren 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



EP 0 738 733 A2 



(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BES CHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 : 
AGCTTATCGA TGGCACTTTT CGGGGAAATG TGCG 34 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligdeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
AGCTTATCGA TAAGCGGATG CCGGGAGCAG ACAAGC 36 



Patentanspriiche 

1. Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsduren aus einer fliissigen Probe mit einer Eintritts- und einer Austrittsoff- 
nung und einem zwischen diesen Offnungen gelegenen Material zur Bindung der NuWeinsauren, dadurch gekenn- 
zeichnet. da8 die Austrittsoffnung nach Einbringen des Materials verengt wurde. 

2. Vorrichtung gemaft Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. da8 das Material in Richtung der Eintrittsoffnung durch 
eine nicht ohne Zerstbrung der Vorrichtung zu entfernende Haltevorrichtung festgehalten ist. 

3. Vorrichtung gemSB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Haltevorrichtung einstuckig aus dem selben 
Material wie die Vorrichtung besteht. 

4. Vorrichtung gemaG Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. da(3 die Haltevorrichtung von Innenwand des GefaBes 
in den Innenraum hineinragt und in Richtung auf die Eintrittsoffnung abgeschragt ist. 
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Vorrichtung gemaG Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daG das Material gegen die Austrrttsflffnung hin vollfia- 
chig durch eine f lussigkeitsdurchiassige porose Matrix abgestiitzt ist. 

Verfahren zur Hersteilung einer Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer flussigen Probe mit einer 
Eintritts- und einer Austrittsoffnung und einem zwischen diesen Offnungen geiegenen Material zur Bindung der 
Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet, daG es folgende Schritte enthait: 

Einfuhren des Materials durch die Austrittsoffnung in Richtung auf die Eintrittsdffnung bis zu einer im Innen- 
raum der Vorrichtung befestigten Haltevorrichtung und 

- Verengung der Austrittsoffnung, so daG das Material zwischen Haltevorrichtung und der Verengungsstelle test- 
gehalten wird. 

Verfahren gemaG Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daG die Verengung der Austrittsoffnung durch Umbdrdeln 
oder thermische Fixierung vorgenommen wird. 

Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer flussigen Probe durch 

Einbringen der Probe in eine Vorrichtung gemaG Anspruch 1 durch die EintrittsSffnung, 

Durchtritt der Probe durch das Material und 

Aufhebung der Bindung der Nukleinsauren an das Material. 
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FIG 1 
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